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ABSTRACT
　Seventeen　cases　of　squamous　cell　carcinoma　（SCC）　of　various　sites　in　the　head　and　neck　were
studied　to　investigate　whether　or　not　high－risk　human　papilloma　viruses　（HPVs）　were　involved
in　the　carcinogenetic　process．　At　the　same　time，　11　cases　among　them　were　examined　concerning
loss　of　heterozygosity　（LOH）　at　the　p53　gene，　to　clarify　the　correlation　between　HPV　infection
and　the　allelic　deletion．
　Using　PCR　analysis，　the　E6　region　of　HPV－16　was　amplified　in　two　cases　with　primary　sites　in
the　tonsil　and　epiglottis．　in　situ　PCR　analysis　showed　that　HPV－infected　cells　were　confined　to
SCC　cells．　Furthermore，　7　heterozygotes　were　identified　and　one　LOH　was　observed．　LOH　affect－
ing　p　53　was　not　observed　in　HPV二positive　SCCs．　No　significant　correlation　was　found　in　onco－
genic　HPV　infection　and　LOH　of　the　p　53　gene．
　These　results　support　the　hypothesis　that　a　couple　of　independent　pathways　of　inactivation　of
p53　gene　exist　at　the　primary　sites　of　SCCs　in　the　head　and　neck
INTRODUCTION
　The　molecular　mechanisms　underlying　head
and　neck　cancers　remain　poorly　understood．
One　of　the　most　consistent　alterations　identi－
fied　in　head　and　neck　squamous　cell　carci－
noma　（SCC）　is　the　loss　of　the　function　of　the
p53　tumor　suppressor　genei・2）．　Abnormal
expression　or　absence　of　p53　has　been　found
in　various　human　cancers　and　this　may　be　sec－
ondary　to　gene　mutations，　deletions，　or　degra－
dation　of　normal　p58　gene　product8）．　These
events　could　lead　to　deregulation　of　a　crucial
cell　regulatory　process4）　and　confer　a　chance
of　clonal　expansion　of　tumor　cells5）．
　p58　inactivation　occurs　not　only　by　gene
mutation　but　also　with　enhanced　degradation
of　the　gene　product．　This　degradation　occurs
when E6　p o ein　of　high－risk　HPVs　forms　a
complex　with　p586・7：8）．　A　subgroup　of　the
human　papilloma　virus　（HPV），　including　HPV
types　16　and　18　has　been　implicated　as　a　cofac－
tor　in　carcinogenesis　of　head　and　neck97　iO）
bec use　the　two　major　viral　gene　products，　E6
and E7，　are　regularly　expressed　in　HPV－
p sitive　tumors　and　both　gene　products　have
transforming　properties．　E6　and　E7　proteins
of　the high－risk　HPVs　bind　p53　and　pRB
respectively．　B cause　of　the　tumor－suppressor
properties　of　p53　and　pRB，　oncogenic　effects
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of　these　viruses　are　believed　to　result　f’rom
these　interactions7）．
　Although　the　alteration　of　p53　gene　func－
tion　and　HPV　infection　may　be　important　for
tumor　development　in　the　head　and　neck，
their　roles　and　correlation　of　them　have　been
hardly　identifiedii・i2）．　ln　this　study，　we　tried　to
detect　HPV　types　16　and　18　in　the　head　and
neck　SCCs　by　PCR　and　the　in　siin　PCR　method．
At　the　same　time，　loss　of　heterozygosity　（LOH）
of　p5．9）　of　the　same　SCCs　was　examined　by
restriction　fragment　length　polymorphism
（RFLP）　to　investigate　if　this　molecular　event
was　related　to　the　HPV　infection．
MATERIALS　AND　METHODS
　　Patients　treated　at　the　Department　of
Otolaryngology，　Tokyo　Medical　University
Hospital　from　199．4　to　199．6　were　registered
in　this　study．　lnformed　consent　was　provided
by　all　patients　prior　to　surgery．
　　Specimens　from　the　primary　tumors　of　17
cases　of　newly　diagnosed　and　treated　SCC　of
various　head　and　neck　sites　were　cl）osen．　The
sites　included　the　tonsils　（4　cases），　larynx　（5
cases），　hypopharynx　（4　cases），　nasopharynx　（2
cases），　tongue　（1　case）　and　floor　of　the　mouth
（1　case）　（Table　1）．　Benign　lesions　in　11　of　the
same　patients　were　also　obtcained　and　used　as
controls　and　for　RFLP　analyses．
Table　1　Clinicopathological　findings　and　the　results
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PCR　ANALYSIS　FOR　DETECTING　HPVs
　　DNA　for　the　PCR　study　was　extracted　from
the　frozen　tissues．　Each　specimen　was　incu－
bated　at　550C　overnight　in　the　presence　of　600
mg／ml　of　proteinase　K　and　O．5　90　of　Tween　20．
Each　lysate　was　used　as　a　template　for　PCR　and
RFLP　analyses．　Primers　for　the　HPV－16　and
18　were　designed　specifically　to　amplify　the
region　of　E6　and　their　pairs　of　sequences
were　5’一AAGGGCGTAACCGAAATCGGT－3’，　5’一
GTTTGCAGCTCTGTGCATA－3’　for　HPV－16
and　5’一AAGGGCGTAACCGAAATCGGT－3’，　5’一
GTGTTCAGTTCCGTGCACA－8’　for　HPV－18．
Before　detecting　HPVs，　the　templates　were
qualified　by　amplifying，　／3－globin　（Takara，
Tokyo，　Japan，　data　not　shown）．　Positive　con－
trols　were　obtained　from　paraffin－embedded
cell　line　of　SiHa　（ATCC，　Bethesda，　USA）　and
negative　controls　from　heart　tissue　specimens．
Both　positive　and　negative　controls　were
included　in　each　PCR　reaction　and　results
were　verified　with　repeat　PCRs．　The　PCR　mix一
ture　contained　10mM　Tris－HCI，　25　mM　KCI，
1．5　mM　MgC12，　2．5　ptM　dNTPs，　100　pM　of　each
primer　a d　2．5　units　of　DNA　polymerase
（Takara）　with　a　total　volume　of　50pa1．　Ampli－
cation　reac ions　were　performed　using　300　n．g
of　DNA　ii）　a　Thermal　Cycler　（Perkin－Elmer，
Foster　City，　CA，　USA）．　The　30　amplification
cycles　coiisisted　of　heating　at　940C　for　1
minute，　cooling　at　550C　for　1　minute　and　heat－
ing　at　720C　for　2　minutes．　The　estimate　of　PCR
produ 　size　should　be　140　base　pairs　for　both
HPV－16　and　18．
IN　SITU　PCR　ANALYSIS　OF　HPV　16
　The　PCR－positive　cases　were　further　ana－
lyzed　to　detect　the　HPV－infected　cells　by　in　sitzL
PCR　method．　After　the　slices　on　the　slides
were　deparaffinized，　they　were　treated　with　20
mg／ml　of　proteinase　K　and　O．10／o　of　Triton　X．
DIG－11－dUrl］Ps　were　uptaken　by　PCR　and　the
positive　cells　wei’e　detected　by　anti－DIG　anti－
body－AP．　Positive　signals　were　visualized　by
NBT／BCIP　（Boehringer　Mannheim，　Basel，
Switzerland）．　PCR　was　performed　for　10
cycles　as　follows：　two　minutes　at　550C　and　one
minute　at　940C　after　three　miiiutes　incuba－
tion at　940C．　A　negative　control　slide　of　heart
tissue　specimens　was　always　put　together　in　the
same　reaction　to　rule　out　falg．e　positives　（data
n t　shown）．
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ANALYSIS　OF　LOH　AT　P53　GENE
　　DNA　was　extracted　from　sections　of　tissues
of　both　tumor　and　normal　cells　by　isolating
them　on　slides　to　harvest　a　high　proportion　of
each　cell．　The　primer　set　priming　p53　in　exon
4　was　applied　and　its　sequences　were　5’一
GATGCTGTCCGCGGACGATATT－3’　and　5’一
CGTGCAAGTCACAGACTTGGC－8’i：3i　i‘）．　Reac－
tion　cycles　of　80　seconds　at　9．　40C，　30　seconds
at　550C　and　one　minute　at　720C　were　per－
formed　35　times．　For　RFLP　sites，　PCR　products
were　digested　with　BstUI　（Sigma，　St　Louis，
USA）　and　were　run　on　the　390　NuSieve　3：1
agarose　（FMC　Bio　Products，　Rockland，　USA）
gel．　Homozygote　was　judged　that　either　an
uncut　band　（259　base　pairs）　or　two　cut　bands
（160　and　99　base　pairs）　was　recognized　in　nor－
mal　DNA．　Heterozygote　was　judged　that　both
cut　and　uncut　bands　were　recognized．　LOH
was　defined　as　a　visible　change　in　allele：allele
ratio　in　tumor　relative　to　matching　normal
DNA．　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS
　The　clinicopathologic　findings　and　the
results　of　this　study　are　summarized　in　Table
1．　PCR　analysis　showed　that　only　HPV－16　was
positive　in　two　out　of　17　cases　（Figure　1）：　one
was　SCC　of　the　tonsil　（case　2），　T3N2bMO　and
the　other　was　SCC　of　the　larynx　（case　5），
supraglottic　type，　T4NOMO（Figure　2）．Both　of
theln　were　moderately　differentiated　SCC．　No
p sitive　finding　was　observed　in　either　well　or
poorly　differentiated　SCCs．　HPV－18　was　not
detected　in　any　specimen（data　not　shown）．
　　加sitze　PCR　was　performed　only　in　HPVpos－
itive　cas s　because　all　the　positives　turned　out
to　be　HPV－16。　HPV－16　was　detected　in　SCC
cells（Figure　3）．
　To　clarify　the　involvement　of：LOH　at　p53
gene，　l　l out　of　the　17　cases　were　investigated
by based　LOH－assay．　There　were　7　het－
erozygotes　among　ll　cases，　and　case　l　which
was　SCC　of　the　tonsil　without　HPV　infection　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
wasjudged　to　have　LOH　by　the　loss　of　the
digest d　allele　（band　at　259　base　pairs）．　Case
5， hi h　was　HPV－16－positive　wasjudged　to　be
heterozygote　based　on　the　bands　of　99，160
and　259　b se　pairs．　The　other　HPV－16－positive
case　2　were　shown　to　be　homozygote　by
dcmonstrating　a　single　uncut　band　at　259　base
pairs．　There　w s　no　correlation　between　HPV
infection　and　LOH　of　p53（Figure　4）
DISCUSSION
　Although　p53　alterations　occur　frequently　in
head　and　neck　cancer，　they　are　not　always
present．　A　multistep　process　is　likely　in　car－
cinogenesis　related　to　prolonged　and
repeated exposure　to　tobacco　and　alcoho12）．
Case　No．
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Fig．　1　PCR　analysis　for　detecting　HPVs．　A　primer　pair　specific　to　the　E6　region　of　HPVs　was　used　to　evaluate　the　HPV
　　　　　positive　cases．　The　size　of　the　amplified　product　for　HPV－16　is　140　nucleotides　in　length　（arrow）．　Case　2　and
　　　　　．5　were　positive．　M：　（Px　Hae　III　digested　marker．　The　sizes　of　each　fragment　are　1353，　1078，　872，　608，　310，　271，
　　　　　234，　194，　118　and　72　nucleotides　in　length　respectively．　P：　positive　control，　N：　negative　control．　Not　all　the　neg－
　　　　　ative　controls　are　shown．
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Fig．2　Clinical　findlngs　of　HPV二16　positlve　cases．　Case　2　had　modcrately　dlfferentiated　SCC　of　the　tonsi1（T3N2bMO，
　　　　　arrow　heads）　Case　5　had　cancer　at　the　epiglottic　tip　of　the　larynx　（arrow　heads），　clinically　classified　as　T4NOMO
　　　　　Pathological　findings　also　revealed　moderately　differentiated　SCC．
　　　　　　　　　　　　　　　　Case　2
　ぐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
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Fig．　3　ln　situ　PCR　analysis　of　HPV－16．
　　　　　50　ptm
HPV－16　was　detected　in　SCC　cells　（arrow　heads）　of　both　cases　2　and　5　scale：
Abnormal　p53　function　has　been　detected　in
38－10090　of　head　and　neck　specimens，
depending　on　the　source　of　tissue　and　the
method　of　detectioni5・i6・　i7）．
　Additionally，　abrogation　of　functioning　p53
can　also　occur　by　formation　of　complexes　with
viral　oncoproteins，　including　E6　of　oncogenic
HPVs．　Over　77　different　HPVs　have　been
described　and　several　types　of　these　have　been
associated　with　squamous　cell　carcinomas　of
the　head　and　necki8）．　A　subgroup　of　the
viruses　including　HPV　types　6，　11，　16，　18，
31，　38　and　45 has　been　detected　in　SCC　of
the　oropharynx，　hypqpharynx，　larynx，　and
tonguei8・i9）．　We　focused　only　on　HPV－16
and　18　because　these　viruses　encode　two
transforming　proteins，　E6　and　E7，　that　are
regularly　expressed　in　the　HPV－positive　cells
and　cell　lin s　of　head　and　neck　SCC．　E6
binds　to　and　induces　the　degradation　of　p53
prot in6）．　This　cellular　event　is　thought　to
inactivate　it tumor　suppressive　function　and
lead　to　carcinogenesis．
　Our　results　showed　that　the　positive　cases　of
（4）
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Fig．　4　PCR－RFI，P　analysis　of　1．OH　at　the　pr）3　gene．　1．OH
　　　　　was　recognized　in　case．　1，　SCC　ol’　the　tonsil　with－
　　　　　out　HPV　inf（L“ctioiiL，　by　demonstra（ion　of　the　loss
　　　　　of　（he　digested　allele　（band　at　259　base　pairg，）．
　　　　　Typical　he．terozygous　pattern　（bands　at　99，　160
　　　　　and　2）59　base　pairs）　xvas　obsei’ved　in　case　5　of　HPV－
　　　　　16－positive　but　no　allelic　deletion　was　seen　in
　　　　　tumor　DNA．　Thc’　other　HPV－16一・positive　case．
　　　　　turned　out　to　be　homozygote，　with　a　f　ingle　uncut
　　　　　bancl　at　259　base　pairs　in　thcx　normal　lane．　M：　（1）x
　　　　　Hae　III　di，gested　marker，　N：　normal，　T：　tumor
HPV　turned　out　to　be　only　HPV－16　and　this
virus　tended　to　infect　the　epiglottic　vallecula
area　in　the　upper　aerodigestive　tract，　but　the
nuinber　of　c（ases　is　still　low．　According　to
recent　reports，　tonsillar　cancer，　the　anatoini－
cal　site　of　which　belongs　to　the　oropharynx，
strongly　correlates　with　HPV　infectioni9・L’O｝．
This　is　consistent　with　our　result　indicating
that　the　oropharynx　is　the　target　area　for
oncogenic　HPVs．　Screening　HPV　types　by　PCR
and　Southern　blot　hybridization，　the　majority
of　researchers　recently　detected　more　HPV－16
than　any　other　HPVs　among　head　and　neck
cancersiO・i8・20）．　We　did　not　confirin　our　posi－
tive　resultf　by　Southern　blot　hybridization　but
by　i’n　si，tu　PCR．　The　outcome　that　HPV－16
infected　cells　were　confined　to　SCC　cells
convil）ces　us　of　thc．　involveme飢of　HPV　in
carcmogenesls．
　　Because　the　mucosal　surfaces　of　the　head
and　neck　region　are　exposed　to　both　mutagens
and　HPVs，　it　is　feasible　that　tumors　without
p58　mutations　harbor　HPV　infection．
Although　HPV　infection　and　p53　mutations
have　been　reported　to　occur　in　head　and　neck
cancer，　few　studies　have　attempted　to　detect
both　oncogenic　HPVg，　and　and　p53　mutations
in　the　same　tumor　specimens．　One　allele　of　a
tumor　suppressor　gene　is　often　inactivated　by
allelic　deletions2i）．　rl“hese　deletions　can　be
detected　by　LOH　studies］’i）．　We　detected　allelic
deletion　of　p58　in　a　case　of　tonsillar　carcinoma
with　no　oncogenic　HPV　infection．　Scheffner　et
al　reported　in　their　paper　that　HPV－positive
cervical　cancer　cell　lines　expressed　low　levels
of　wild－type　p53　protein　which　is　presumed　to
be　altered　in　function　as　a　consquence　of　asso－
ciation　with　HPV　E6　oncoprotein．　ln　contrast，
mutations　were　identified　in　the　p58　and　RB
genes　expressed　in　the　cell　lines　which　lacked
HPV　DNA　sequences．　Qur　results　in　vivo　were
consistent　with　the　data　of　Scheffner　et　al．
　There　i 　evidence　for　tumor　suppressor
genes　on　chromosomes　lp，　8p，　11p，　18q　and
elsewhere in　the　human　genome22）．　Our　PCR－
ba ed　approach　may　be　applied　to　study　LOH
at　other　loci　of　tumor　suppressor　genes　in
head　and　neck　cancer．
CONCLUSIONS
　　Only　HPV－16　was　detected　among　17　head
and　neck　cancer　patients．　The　primary　sites　of
the　two　positive　cases　were　the　tonsil　and
epiglottis．　Both　of　them　were　moderately　dif－
ferentiated　SCCs．　The　E6　region　was　amplified
in　SCC　cells　by　／；n，　sitzt，　PCR，　suggesting　HPV－16
as　involved　in　the　carcinogenesis．　Further
data　th t　LOH　affecting　p53　was　not　observed
in　the　HPV－positive　cases　support　the　hypoth－
esis　that　a　couple　of　independe飢pathways　of
inactivation　of　p53　gene　exist　at　the　primary
sites　of　SCCs　in　the　head　and　neck．
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頭頸部腫瘍におけるHPV感染およびp53遺伝子のLOHの
　　　　　　　　　　　　　関与に関する研究
李　　雅　次
吉田知之
井　上
鈴　木
斉
衛
伊藤博之
東京医科大学　耳鼻咽喉科学講座
　【要旨】human　papilloma　virus（HPV）一16，18を含む特定のHPVは頭頸部扁平上皮癌発生に関与していると
考えられている．今回我々はHPV－16，18が頭頸部扁平上皮癌組織で検出されるかどうかをPCR法および
in　situ　PCR法を用いて検：討した．同時に，　p53の10ss　of　heterozygosity（LOH）をrestriction　fragment　length
polymorphism（RFLP）法を用いて検：討し，　p53の変異とHPV感染との関わりを検討した．
　東京医科大学病院耳鼻咽喉科の外来および入院患者中，生検または手術材料から確定診断のついた17症
例の扁平上皮癌について検討した．病名の内訳は下咽頭癌4例，中咽頭癌4例，上咽頭癌2例，喉頭癌5例，
舌癌および口腔底癌それぞれ1感ずつである．また正常の組織も同時に17段式11例で採取し，コントロー
ルおよびp53のLOH解析で用いた．
　PCR法によるHPVの検出の結果，17症例中HPV16のみが2例で陽性であった．　HPV18は17例中すべ
て陰1生であり，このタイプは頭頸部領域にはほとんど感染しないものと思われた．
　in　situ　PCR法での検出の結果，2例ともHPV16は扁平上皮癌細胞で検出されており，このHPVが発癌
に関与していたことが示唆された．
　p53のLOHを検討した11例中7例がヘテロ接合体で，そのうち1例で癌にp53のLOHを認めた．　HPV－
16が陽性であった2例中，1例はヘテロ接合体であったがLOHは認められなかった．もう1例はホモ接合
体であり，HPV－16の感染とp53遺伝子の異常との関連は認められなかった．
　この結果は頭頸部扁平上皮癌でのp53遺伝子の不活化に，独立するいくつかの経路があるものとする仮
説を支持するものであった．
キーワード　HPV，　p53遺伝子のLOH，頭頸部癌
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